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Abstract. Influence of temperature on viability of Cryptosporidium parvum oocysts originally 
isolated from calves faeces. Cryptosporidium parvum oocysts originally isolated from calves faeces 
were submitted to various temperatures at different times in order to estimate their viability and 
infectivity. The results of this study showed that cryptosporidia oocysts aren’t viable after 2 months if 
they are kept at +4 °C and after 3 weeks at 18-22 °C. However, the duration of viability of oocysts is 
increased until 6 and 1 month if they are maintained in addition with potassium dichromate (K2Cr2O) 
(2,5%) at +4 °C and 18-22 °C respectivelly. Contrary, the oocysts lose their infectivity when they are 
stored at -20 °C after 1 hour, -10 °C and 0 °C after 12 hours of incubation (with or without the solution 
of conservation), 23 °C after 3 weeks, 34 °C after 2 weeks, 40 °C after 4 days, 45 and 50 °C after 45 
minutes, 51 and 55 °C after 35 minutes, 60 °C after 25 minutes, 65 °C after 15 minutes, 70 °C after 5 
minutes and 75 °C after 3 minutes. However, the wet temperature 50 and 55 °C are effectif against 
cryptosporidia oocysts after 60 and 30 minutes of incubation respectively. The oocysts lose their 
normal morphology after 24 hours at -10 °C and 9 months at +4 °C when they are stored in potassium 
dichromate. On the other hand, no oocysts are morphologicaly damaged for other periods of exposure 
even when the latest are exposed in higher temperatures 70 and 75 °C. 





Les cryptosporidies sont des parasites coccidiens résistants aux facteurs physiques tels 
que la température et l’humidité [21, 4, 16]. Cette résistance est témoignée par leur caractère 
cosmopolite et leur incroyable adaptation aux divers climats. De nombreuses études ont 
montré la limite de tolérance des cryptosporidies vis-à-vis des différents degrés de 
températures [10, 21, 2, 4, 9, 8, 17, 6] et de l’humidité [17, 7]. Ce travail complète la 
précédente étude [1] et a pour objectifs d’:  
- évaluer la tolérance des oocystes de Cryptosporidium parvum aux différentes 
degrés de températures et de temps d’exposition; 
- estimer la résistance des cryptosporidies à l’action de la température 
humide élevée (50 et 55 °C) et du temps d’incubation;  
- apprécier les éventuels changements de l'aspect de l’oocyste après chaque 
épreuve de contact et, enfin;  
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- déterminer la durée de conservation maximale durant laquelle le diagnostic 
coproscopique demeure positif.  
 
MATERIEL ET METHODES 
• Souches de cryptosporidies utilisées : Les cryptosporidies testées (Cryptospordium 
parvum) ont été  isolées de fèces de veaux infestés dans les conditions naturelles. Les 
oocystes mesuraient en moyenne : 4,3± 0,2x 4,5±0,3µm (4-4,5; 4,2-4,8). 
• Préparation des échantillons de fèces : Afin d’apprécier la résistance des oocystes de 
C. parvum aux variations de température et de temps d’exposition, deux types d’échantillons 
sont testés : les fèces "A" (sans addition préalable de bichromate de potasium) et "B" (fèces 
mélangées avec du bichromate de potassium (K2Cr2O) à 2,5% (volume/volume)). Ainsi, après 
collecte, les échantillons sont ramenés le jour même au laboratoire en glacière (4-8 °C) et 
répartis en fèces "A" et "B". Par la suite, elles sont placées soit dans un réfrigirateur (+4 °C) 
pendant des périodes de conservations allant de 1 heure à 24 mois soit dans un congélateur (0 
à -20 °C) entre 1 et 24 heures soit à la température du laboratoire (18-22 °C) entre 1 semaine 
et 6 mois (voir tableau 1, 2 et 3). En outre, pour apprécier la résistance des cryptosporidies à 
l’action de la température sèche et du temps d’exposition, seules les fèces "A" conservées à 
+4 °C et dont la durée de conservation ne dépassant pas une semaine sont prises dans cette 
étude. En effet, celles-ci sont misent dans une étuve préalablement réglée à différentes 
températures (23, 34, 40, 45, 50, 51, 55, 60, 65, 70 et 75 °C) pour des périodes d’incubation 
variant de 5 minutes à 14 jours (voir tableau 4). Quant à l’action de la température humide sur 
les oocystes, elle a été évaluée que sur les selles "A". Ces dernières sont misent dans un bain 
marie réglé à 50 et 55 °C et à différentes périodes d’incubation: 20, 40, 60, 80, 120 minutes et 
15, 30, 45, 60 et 90 minutes respectivement (voir tableau 5). 
• Préparation de l'inoculum et inoculation : Dès l'écoulement du temps d'exposition, 
les fèces sont récupérées, puis purifiées selon le protocole suivant: Deux filtrations 
successives à travers deux filtres de 1.000 µm et 500 µm, suivies de 2 lavages successifs à 
l’eau distillée stérile pour les fèces additionnées avec le bichromate de potassium; puis 
traitement à l’hypochlorite de sodium à 5% pendant 5 minutes, suivi par trois lavages 
successifs à l’eau distillé stérile pendant 5 minutes à 1.500g. Après récupération du culôt, 1 
ml d’une solution de PBS (Phosphate Buffered Salin) est ajouté, renfermant 1000 UI/ml de 
pénicilline et 1 mg/ml de streptomycine. Après homogénisation du contenu, 0,5 ml sont 
récupérés et constitue ainsi l’inoculum. Par ailleurs, avant et après chaque période 
d'exposition, un frottis fécal est confectionné à partir d'une suspension de 200µl de fèces (avec 
ou sans solution de conservation), puis étalé sur une lame porte objet et coloré par la 
technique de Ziehl-Neelson modifiée par Henriksen et Pohlenz [11] et ce, afin de vérifier 
l’aspect de l’oocyste et de déterminer la durée de conservation maximale durant laquelle les 
oocystes demeurent décelables par les tests de coloration et/ou concentration. 
• Contrôle de la capacité de survie des cryptosporidies : La résistance des 
cryptosporidies aux différentes températures et temps d’exposition est vérifiée par inoculation 
expérimentale à des souriceaux Balbes/c et dont l’âge varie entre 6 et 72 heures. Le nombre 
d’animaux testés dans chaque épreuve varie de 6 à 30 individus. En outre, chaque animal testé 
reçoit per-os une dose de 0,5 ml de l’inoculum. Après euthanasie des souriceaux à 3,5 JPI 
(Jour Post Inoculation), la capacité de survie du parasite est contrôlée par la recherche des 
oocystes et/ou des stades parasitaires de C. parvum dans la portion terminale de l’intestin 
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grêle (iléon). De ce fait, deux examens sont pratiqués: le raclage de la muqueuse et 
l’histologie.  
- Examen de raclage de la muqueuse : un raclage de la muqueuse iléale est coloré par la 
technique de coloration de Ziehl-Neelson modifiée par Henriksen et Pohlenz [11]. La 
présence du parasite est vérifiée par la recherche des oocystes dans 100 champs 
microscopiques pris au hasard sous grossissement 40x et la confirmation à 100x. Pour chaque 
animal testé, l’intensité de l’infestation parasitaire est appréciée individuellement en 
quantifiant d’une manière semi-quantitative le nombre d’oocystes présents dans 10 champs 
microscopiques sous grossissement 40x. De ce fait, quatre scores d’infestation sont retenus: 
très faible: (±): 1 oocyste; faible (+): 2-5 oocystes; moyen (++): 6 à 10 oocystes; fort (+++): 
supérieur à 10 oocystes.  
- Examen histologique : un fragment de l'iléon est prélevé, puis fixé dans du 
formaldéhyde à 10%. Par la suite, celui-ci est déshydraté et imprégné par de la paraffine. 
Enfin, des coupes de 2µm d’épaisseur sont confectionnées et colorées par les colorants 
topographiques (HE, PAS ou Giemsa). 
RESULTATS ET DISCUSSION 
Comme le montrent les tableaux 1 et 2, la capacité de survie des oocystes de C. parvum 
est atténuée au bout de 2 mois à +4 °C et 3 semaines à 18-22 °C. En revanche, sa viabilité est 
prolongée jusqu’à 6 mois à +4 °C et 1 mois à 18-22 °C lorsque ces derniers sont additionnés 
avec le bichromate de potassium à 2,5% (tableaux 2 et 3). De même que les basses 
températures se sont montrées préjudiciables en détruisant les cryptosporidies au bout de 1 
heure de contact à -20 °C, 12 heures à -10 °C et à 0 °C (avec ou sans solution de 
conservation) (tableaux 1 et 3). 
Tableau 1.  
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S.I. : Score d’infestation; ±: 1 oocyste/10 champs; +: 2-5 oocystes/10 champs; ++: 6 à 10 oocystes/10 champs;   
+++:  nombre d’oocystes >10 oocystes/10champs, ANM: Aspect non modifié, AA: Aspect altéré 
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Tableau 2.  
Résistance des oocystes de C. parvum à la température du laboratoire 
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S.I. : Score d’infestation ; ± : 1 oocyste/10 champs; + : 2-5 oocystes/10 champs; ++ : 6 à 10 oocystes/10 champs;  
+++ : >10 oocystes/10champs, ANM : Aspect non modifié.  
Tableau 3.  
Résistance des oocystes de C. parvum aux températures négatives et basses 
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S.I. : Score d’infestation ; ±: 1 oocyste/10 champs; +: 2-5 oocystes/10 champs; ++: 6 à 10 oocystes/10 champs;  
+++: >10 oocystes/10champs, ANM: Aspect non modifié, AA: Aspect altéré, // : identique. 
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L’atténuation du potentiel d’infestation du parasite semble en corrélation positive avec 
son exposition à des périodes d’incubation et à des degrés de températures progressivement 
croissants. En effet, les oocystes sont détruits au bout de 3 semaines à 23 °C, 2 semaines à 34 
°C, 4 jours à 40 °C, 45 minutes à 45 °C et 50 °C, 35 minutes à 51 °C et 55 °C, 25 minutes à 
60 °C, 15 minutes à 65 °C, 5 minutes à 70 °C et enfin 3 minutes à 75 °C (tableau 4). Quant à 
l’action de de la température humide, celle-ci s’est montrée préjudiciable en détruisant les 
oocystes cryptosporidiens au bout de 60 et 30 minutes à 50 et 55 °C respectivement (tableau 
5). 
En outre, une altération de l’aspect de l’oocyste est notée après 24 heures à -10 °C et au-
delà de 9 mois à +4 °C quand celui-ci est conservé dans du bichromate de potassium (tableau 
1, 2 et 3). Par contre, à aucun moment une altération de sa morphologie n’a été relevée même 
après son exposition aux températures élevées (50 à 75°C) (tableaux 4). 
Pour ce qui est de la performance de la technique de coloration de Ziehl-Neelson 
modifiée par Henriksen et Pohlenz en relation avec la durée de conservation, celle-ci demeure 
positive jusqu’à 12 mois de conservation à +4 °C pour les fèces additionnées avec du 
bichromate de potassium et reste encore efficace après 2 mois pour ceux conservés à 18-22 °C 
(tableaux 2 et 3). Quant aux fèces pures (sans addition préalable avec le bichromate), 
l’examen se montre également positif après 6 mois à +4 °C et 1 mois à 18-22 °C (tableaux 1, 
2 et 4).  
A la base des résultats obtenus, nous soulignons la remarquable résistance des oocystes 
de Cryptosporidium parvum à l’action de la température, ce qui correspond à ce qui est déjà 
décrit dans la littérature [10, 2, 21, 7, 6, 7]. 
Toutefois, nous notons une diminution progressive du potentiel d’infestation du parasite 
après son exposition à des périodes d’incubation croissante (3 à 60 minutes) et à l'élévation de 
la température passant de 23°C à 75°C. Cette diminution est confirmée, d’une part, par la 
régresion du nombre de souriceaux infestés et d’autre part, par la diminution du nombre 
d’oocytes présents dans 10 champs microscopiques. Un même constat est rapporté par Heine 
et Boch [10], Anderson [2] et Dãrãbuş et al. [6] après que le parasite ait été soumis à des 
températures croissantes: de 5 à 60 °C, de 5 à 45 °C et de 4 à 51° C respectivement. 
En outre, à la température du laboratoire (18-22 °C), nos résultats sont comparables à 
certains auteurs [12, 21, 2, 17, 6]. En effet, les souches de cryptosporidies isolées par ces 
derniers n’ont pas pu résister plus de trois semaines. 
Les résultats de l’action des températures négatives (-20 °C, -10 °C) et basses (0 °C) 
sont comparables à ceux de Heine et Boch [10], Tzipori [21], Anderson [2], Fayer et al. [9] et 
Dãrãbuş et al. [6]. De même que les résultats de l'action des températures élevées sont en 
conformités avec ceux de Dãrãbuş et al. [6] pour 51 °C, Heine et Boch [10] et Anderson [2] 
pour 60 °C et Fayer [8] et O’Donoghue [17] pour 65 °C. 
Quant aux résultats de l’action de la température humide sur les oocystes, ceux-ci sont 
en conformités avec les travaux de Dãrãbuş et al. [6] pour la température de 55 °C.  
Dans la présente étude, la modification de l’aspect de l’oocyste survient au bout de 24 
heures à -10 °C et au-delà de 9 mois à +4 °C (lorsque les cryptosporidies sont conservées dans 
du bichromate de potassium). Ce qui n'est pas retrouvé dans la bibliographie où les auteurs 
mentionnent seulement la durée de conservation maximale durant laquelle le diagnostic 
demeure positif par les techniques de coloration et/ou de concentration [10, 6]. L’inefficacité 
du test de coloration après une année de conservation à +4 °C est également rapportée dans 
l’étude de Heine et Boch [10] qui mentionnent la défaillance du test de coloration et de 
flottation. Il en est de même avec les températures négatives [10, 6]. 
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Tableau 4. 
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S.I. : Score d’infestation ; ±: 1 oocyste/10 champs; +: 2-5 oocystes/10 champs; ++: 6 à 10 oocystes/10 champs;  





Influence de la température humide sur les oocystes de Cryptosporidium parvum. 
Température humide 
50 °C  55 °C 
Temps d’exposition (min)                     Temps d’exposition (min) 
 Lot  
témoin 
20 40 60 80 120 15 30 45 60 90 
Examen fécal + + + + + + + + + + + 
Aspect de 
l’oocyste 
ANM ANM ANM ANM ANM ANM ANM ANM ANM ANM ANM 
Inoculation/ 
infestation 
9/9 3/10 1/10 0/8 0/8 0/9 7/10 0/10 0/10 0/10 0/10 
Score 
d’infestation 
+++ + ± - - - + - - - - 
    S.I. : Score d’infestation ; ±: 1 oocyste/10 champs; +: 2-5 oocystes/10 champs; ++: 6 à 10 oocystes/10 
champs;  
 +++: >10 oocystes/10champs, (m) : minute; ANM: Aspect non modifié.  
CONCLUSION 
Nous soulignons la remarquable résistance des oocystes de C. parvum vis-à-vis des 
températures élevées. L’atténuation du potentiel d’infestation du parasite est obtenue après 25 
minutes à 60 °C, 15 minutes à 65 °C et 5 minutes à 70 °C et 3 minutes à 75 °C. 
La viabilié des oocystes aux températures humide (55 et 50 °C) est atténué 
respectivement au bout de 30 à 60 minutes d’exposition.  
Les cryptosporidies demeurent viables jusqu’à 6 mois de conservation à +4 °C et 3 
semaines à 18-22 °C lorsqu’ils sont conservés dans du bichromate de potassium.  
L’action des températures négatives (-20, -10  et 0 °C), de même que les longues 
périodes de conservations (>6 mois) modifient l’aspect des oocystes. 
La technique de coloration de Ziehl-NNeelson modifiée par Henriksen et Pohlenz peut 
être différée jusqu’à 12 mois de conservation à +4 °C pour les fèces additionnées avec du 
bichromate de potassium (2,5%) et pas plus de 1 mois pour ceux conservés (sans addition 
préalable au bichromate de potassium) à température de laboratoire (18-22 °C). 
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